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Zusammenfassung 
Es werden Methoden der Erhaltung von Phytophthora infestans 
auf Kartoffelknollen, -scheiben und -bltittern sowie auf Agar und 
in fltissigem Stickstoff beschrieben und bewertet. Die jeweils 
beste Methode flir eine kurzfristige oder langfristige Erhaltung 
wird ausflihrlicher dargestellt. 
Stichworter: Pilzkonservierung, Agar, fltissiger Stickstoff 
Abstract 
Conservation methods of Phytophthora infestans on tubers, tu-
ber slices and leafs of potatoes as well as on agar or in liquid ni-
trogen are presented and evaluated. The best method either for a 
short or long lasting conservation is selected. 
Key words: Conservation of fungi, agar, liquid nitrogen 
Einleitung 
Phytophthora infestans ist der Erreger der Kraut- und Braunfiiule 
der Kartoffel sowie der Braunfiiule der Tomate. Ftir verglei-
chende Untersuchungen zwischen den einzelnen Isolaten, flir 
Resistenzprtifungen mit Zuchtstiimmen sowie flir Versuche im 
Rahmen der Mittelprtifung mtissen stets verschiedene Isolate zur 
Verftigung stehen, die ihre Pathogenitat und ihre Virulenz 
(Pathotyp) nicht verloren oder geandert haben. In der vorliegen-
den Arbeit sollen die bekanntesten Methoden der Erhaltung des 
Pilzes beschrieben und ihre Vor- und Nachteile diskutiert wer-
den. Besonders dargestellt werden soll eine Methode, welche die 
Erhaltung der Isolate Uber mehr als drei Jahre erlaubt. 
Material und Methoden 
Die untersuchten Isolate des Erregers stammen von Kartoffelbe-
standen aus verschiedenen Gebieten Deutschlands. Sie wurden 
von den Mitarbeitern der Pflanzenschutzdienste der Lander - de-
nen auf diesem Weg daflir herzlich gedankt sei - auf dem nattir-
lichen Substrat gesammelt und eingeschickt. 
Von den Blattern wurde der Pilz auf Kartoffelscheiben Uber-
tragen, wo er wiederum Myzel ausbildete und damit flir die Ver-
suche bereitstand. Um am Ende der Aufbewahrungszeit Aus-
sagen Uber Pathotyp und Pathogenitat sowie Paarungstyp und 
Fungizidresistenz machen zu konnen, wurden diese Merkmale 
sofort nach Erhalt der Proben oestimmt (SCHOBER-BUTIN, 1999). 
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AuBerdem wurde auch die ZugehOrigkeit zur alten oder neuen 
Population ermittelt (RULLICH et al., 2001). Verglichen wurden 
folgende Methoden der Erhaltung: gauze Kartoffelknollen, halbe 
Knollen, Kartoffelscheiben; Blatter; AgarnahrbOden; Einlage-
rung in fltissigen Stickstoff. 
Ganze Karloffelknollen: Augenscheinlich gesunde, unverletzte 
Kartoffelknollen von Sorten ohne Resistenzgene ftir Phyto-
phthora infestans wurden mit Seife und BUrste gewaschen sowie 
die an der Schale haftenden Sklerotien von Rhizactonia solani 
entfernt. Die so vorbereiteten Kartoffelknollen wurden zur Ober-
flachensterilisation nach dem Trocknen mit Alkohol abgeflammt 
und keilformig eingeschnitten. Unter den Keil wurde ein Myzel-
flockchen geschoben und dieser wieder angedrtickt. An-
schlieBend wurden die Kartoffelknollen bei 15 °C im Dunkeln 
aufbewahrt, um den Pilz einwachsen zu lassen. Die endgtiltige 
Lagerung erfolgte dann bei ea. 8 °C. Je nach Anfiilligkeit der 
Knollen konnen die Isolate dann 3 bis 4 Monate aufbewahrt wer-
den. 
Ftir die Reisolierung werden die Knollen wieder aufgeschnit-
ten und in Feuchtschalen gelegt. Das Myzel wachst innerhalb 
weniger Tage aus und die sich entwickelnden Sporangien konnen 
wieder fiir weitere Versuche verwendet werden. 
Ha/be Karloffelknollen oder -scheiben: Die Kartoffelknollen 
werden, wie bereits beschrieben, vorbereitet und anschlieBend 
entweder halbiert oder in 1 cm dicke Scheiben geschnitten. 24 
Stunden nach dem Schneiden sind die Schnittflachen abgetrock-
net und suberiniert. Nun wird eine Zoosporensuspension aufge-
bracht. Die Kartoffelknollenhalften bzw. -scheiben werden ent-
weder zusammengeklappt oder off en in Feuchtschalen stehen ge-
lassen, um den Zoosporen bzw. dem sich daraus entwickelnden 
Myzel das Eindringen in das Kartoffelgewebe zu ermoglichen. 
Nach 48 Stunden wird aufgedeckt bzw. die Scheiben werden um-
gedreht, um den Pilz aus- bzw. durchwachsen zu lassen. Nach 1 
Woche muss zumindest auf neue Scheiben Ubertragen werden. 
Karloffelblf:itter: Einzelne Fiederbl1ittchen werden in Petrischa-
len auf feuchten Schaumstoff oder Watte gelegt und mit einer 
Zoosporensuspension inokuliert. Nach ea. 1 Woche muss meist 
auf neue Blattchen tibertragen werden (GIEFFERS, 2000). 
Agarnf:ihrboden: Verwendet wurden NahrbOden nach HENNI-
GER (1959, 1963), Erbsen-, Kartoffeldextrose- und Roggenagar 
(ERWIN and RIBEIRO, 1996): 
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Nahrmedium nach Henniger 
0,4 g KH2P04, 0,4 g NaN03, 0, l g CaCl2, 0, 1 g MgC03, O, l g 
(NH4) 2S04, 0,02 g FeS04 x 7 HzO, 0,2 g Bernsteinsaure, 0,4 g 
Asparaginsaure, 0,4 g Glutaminsaure, 0,1 g Alanin, 0,2 g Argi-
nin, 0,1 g Leucin, 0,2 g Glycin, 0,15 g Cysteinhydrochlorid, 
0,001 gAneurin (Thiaminiumchlorid), 10 g Glukose, 5 g Saccha-
rose werden in 1000 ml destilliertem Wasser gelost und 30 Mi-
nuten bei 105 °C autoklaviert. Der pH-Wert wird auf 5,0- 5,2 ein-
gestellt. Die Losung kann als fliissiges Nahrmedium oder nach 
Hinzufiigen von 10-15 g Agar als fester Nahrboden verwendet 
werden. 
Roggenagar 
200 g Roggenkorner werden 11/ 2 Stunden in destilliertem Wasser 
gekocht und anschlieBend abgesiebt. Das Eluat wird mit I 0 g 
Agar sowie 5 g Glukose versetzt und auf 1000 ml aufgefiillt. 
AnschlieBend wird der pH-Wert auf 7 eingestellt und die 
Mischung bei 121 °C20 Minuten autoklaviert. Dieser Agar kann 
noch verandert werden, in dem das Eluat vor dem Versetzen mit 
Agar zentrifugiert wird. Der Roggenagar ist dann vollkommen 
klar und durchsichtig (MEDINA and PLAIT, 1999). 
Kartoffeldextroseagar 
200 g Kartoffeln werden gewaschen, zerschnitten und gekocht. 
AnschlieBend wird abfiltriert , das Filtrat auf 1000 ml aufgefiillt , 
mit 20 g Glukose sowie 15 gAgar versetzt und bei 121 °C20 Mi-
nuten autoklaviert. 
Erbsenagar 
125 g tiefgefrorene Erbsen werden 20 Minuten in 500 ml destil-
liertem Wasser gekocht und anschlieBend abgesiebt. Das Eluat 
wird auf 1000 ml aufgefiillt, mit 15 g Agar versetzt und 15 Mi-
nuten bei 121 °C autoklaviert. Nach dem Abkiihlen auf 50 °C 
werden 0,01 g/l Benomyl, 0,4 ml/l Pimaricin und 0,03 g/1 
Rifamycin hinzugefiigt. 
Die Nahrboden wurden den Vorschriften entsprechend vorberei-
tet und als Platten oder Schragrohrchen gegossen. Inokuliert 
wurde mit Myzel. Ca. 4 Wochen nach dem Beimpfen waren die 
bei 15 °C aufbewahrten Platten mit einem Durchmesser von 9 cm 
iiberwachsen und es musste neu iiberimpft werden . Die Schrag-
rohrchen wurden ebenfalls inokuliert, 8 bis 14 Tage spater wurde 
mit sterilisiertem Wasser oder Minera!Ol. iiberschichtet. Die wei-
tere Aufbewahrung erfolgte wiederum bei 15 °C. 
Erhaltung in flilssigem Stickstoff: Zur Einlagerung verschie-
dener Isolate von P. infestans in fliissigen Stickstoff wurden Spo-
rangien von infizierten Slattern abgewaschen und mit 15%igem 
DMSO versetzt. Diese Suspension wurde langsam auf -40 °C 
abgekiihlt und anschlieBend in Behalter mit fliissigem Stickstoff 
iiberfiihrt (ERWIN and RIBEIRO, 1996). 
Ergebnisse und Diskussion 
Die Art der Erhaltung sollte sich nach ihrer spateren Verwen-
dung richten. Fi.ir eine kurzzeitige Erhaltung, die eine stan-
dige Produktion und Entnahme von Sporangien erlaubt, sind 
diejenigen Methoden, die Kartoffelhalften, -scheiben oder 
Kartoffelblatter als Unterlage verwenden, gut geeignet. Kartof-
felscheiben haben noch den Vorteil, dass durch das Durch-
wachsen der I cm dicken , suberinierten Scheiben Verunreini-
gungen durch Bakterien oder andere Pilze unterdriickt bzw. 
vermieden werden (Abb. 1). Bei diesen Methoden bleiben alle 
Merkmale der Isolate erhalten. 
Abb. 1. Erhaltung von P. infestans auf Kartoffelscheiben, untere Reihe 
nicht inokul iert (Aufnahme: Prof. Dr. HEINZ Bur1N) . 
Eine weitere Moglichkeit der kurzzeitigen Erhaltung ware die 
Kultivierung der Isolate auf Agar. Die bereits genannten 
Agarnahrboden sind dafiir geeignet: Der Erbsenagar sollte vor 
allem zur ersten Isolierung des Pilzes verwendet werden, denn er 
enthalt Antibiotika, die das Wachstum von Bakterien unter-
driicken . Fiir biochemische Untersuchungen eignet sich der 
Nahrboden von HENNIGER am besten. Er ist rein synthetisch und 
kann sowohl als fester Nahrboden mit Agarzusatz als auch als 
Fliissigmedium verwendet werden. Auf dem Kartoffeldextrose-
agar wuchsen die Isolate sehr langsam. Am besten geeignet war 
der Roggenagar. Auf alien Agarnahrboden besteht jedoch die Ge-
fahr, dass die Isolate ihre Pathogenitat verlieren, wobei sich auch 
andere Merkmale wie Pathotyp und Paarungstyp andern konnen . 
AuBerdem sind nicht alle Isolate befahigt auf Agar zu wachsen. 
Sie degenerieren sofort und sind damit fiir einen weiteren Ge-
brauch ungeeignet . 
Fiir die langfristige Konservierung sind die Erhaltung in 
ganzen Kartoffelknollen, in fliissigem Stickstoff und auf Agar 
unter Wasser oder 01 geeignet. Unter den Gesichtspunkten von 
Arbeitsaufwand und Okonomie kommt als Langzeiterhaltung 
nur die Erhaltung der Isolate auf Schragrohrchen unter 01 in 
Frage. Die Erhaltung in ganzen Kartoffelknollen ist sehr arbeits-
aufwandig und erfordert viel Stellplatz. Zudem ist die Gefahr der 
Verunreinigung der Isolate sehr groB und damit auch die Not-
wendigkeit, viele Kartoffelknollen mit einem einzigen Isolat zu 
beeimpfen . Dieser Aufwand ist fiir eine Erhaltung iiber nur 3 bis 
4 Monate zu hoch. Bei der Lagerung in fliissigem Stickstoff stellt 
die Eiskristallbildung eine gewisse Schwierigkeit dar. AuBerdem 
miissen besondere Behalter vorhanden sein; zu diesen Anschaf-
Abb. 2. Erhaltung von P. infestans auf Roggenagar unter 01 (Auf-
nahme: Prof. Dr. HEINZ BUTIN}. 
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fungskosten kommen noch die laufenden Kosten filr Stickstoff. 
Die Lagerungszeit betragt ea. 12 Monate. Die eingelagerten Iso-
late andern sich hierbei nicht. Allerdings konnten bei unseren 
Untersuchungen nicht alle Isolate wieder zum Leben erweckt 
werden. 
Filr eine langfristige Lagerung dilrfte die Methode der Aufbe-
wahrung unter 01 am geeignetsten sein (Abb. 2). Wenn die Uber-
tragung von Kartoffelscheiben oder -b!attern auf Agar gelungen 
ist, konnen die Isolate ohne Schwierigkeit drei bis vier Jahre un-
ter 01 aufbewahrt werden, ohne ihre Merkmale wie Pathogenitat, 
Pathotyp, Paarungstyp und Fungizidresistenz zu verlieren oder 
zu andern. Die Gefahr der Verunreinigung ist, im Gegensatz zur 
Erhaltung unter Wasser, sehr gering, und selbst ans hochgradig 
mit Penicilliwn venmreinigten Rohrchen konnten die Isolate 
wieder sauber weiterkultiviert werden, wenn sie auf Kartoffel-
scheiben ilbertragen wurden. Diese Methode besitzt daher alle 
Vorteile einer einfachen, billigen und sicheren Erhaltung von 
Phytophthora infestans, vor allem dann, wenn es eben um Lang-
zeitkonservierung geht. Sie wird daher jetzt ausschlieBlich in un-
serem Labor verwendet. 
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MITTEILUNGEN 
Die Abteilung ,,Pflanzengesundheit" der BBA teilt mit: 
Ausnahmegenehmigung fUr Einfuhren 
von Bonsaipflanzen aus Sudkorea 
verabschiedet 
Nach mehr als zweijahrigen Diskussionen im Standigen Aus-
schuss Pflanzenschutz wurde bei der Sitzung vom 30./31. Mai 
2002 schlieBlich eine Entscheidung der Kommission verab-
schiedet, mit der die Einfuhr von Bonsaipflanzen der Gattungen 
Chamaecyparis, Juniperus und Pinus aus Stidkorea ermoglicht 
wird. Die Einfuhr von Koniferenpflanzen, auch von Bonsai in die 
Gemeinschaft, ist seit langem aus vielen auBereuropaischen Lan-
dern verboten, weil sie besonders gefahrliche Schadorganismen 
ilbertragen konnen, die bisher in Europa nicht vorkommen. Die 
nun verabschiedete Ausnahmegenehmigung wurde urspriinglich 
vom Vereinigten Konigreich beantragt. Eine ahnliche Entschei-
dung ermoglicht bereits seit 1993 Einfuhren von Koniferenbon-
sais aus Japan. 
Im Anhang der Entscheidung werden einerseits die Bedingun-
gen festgelegt, die vonseiten Koreas einzuhalten sind und ande-
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rerseits sind die Anforderungen enthalten, die im Rahmen einer 
mindestens 3-monatigen Nacheinfuhr-Quarantane unter amtli-
cher Uberwachung zu beachten sind. Unabhangig von den Be-
stimmungen des Anhangs der Entscheidung sind weiterhin auch 
alle Anforderungen aus Anhang IV A I, Nr. 43 der Richtlinie 
2000/29/EG einzuhalten (Artikel 1). Dies betrifft insbesondere 
die Anforderungen an das Kultursubstrat. 
Einfuhren im Rahmen dieser Entscheidung sind filr Bon-
saipflanzen der Gattungen Chamaecyparis und Pinus in der Zeit 
vom 1. Juni 2004 bis zum 31. Dezember 2005 moglich. Der Ein-
fuhrzeitraum filr Bonsais der Gattung Juniperus ist filr den I. No-
vember 2004 bis zum 31. Marz 2005 festgelegt. Entsprechende 
Einfuhren sind bei Erfilllung der in der Entscheidung vorgesehe-
nen Bedingungen grundsatzlich <lurch alle Mitgliedstaaten mog-
lich. 
Der Text der Entscheidung ist auch im Internet verfilgbar un-
ter www.bba.de o Pflanzengesundheit o Europaische Gemein-
schaft o Teil A: Pflanzenquarantane. 
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